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Resumen 


Se determino las fiecuencias de alteraciones cromosómicas en meristemos radiculares y en meiocitos de anteras de Vicia faba 


expuestos a dicromato de potasio. Para el estúdio mitótico, las raíces secundarias fueron tratadas coo dicromato de potasio 0.5mg/ml 
durante 8h y 40h de recuperación en agua potable declorinada. Para la evaluación de meiocitos, se sctnbraron semillas en macetas con 
tierra fértil y al inicio de la floración se agregaron al sustrato 50mL de dicromato de potasio 0.5mg/mL. Se registró disminucion de la 


actividad mitótica por efecto dei dicromato de potasio, con incremento significativo de las fiecuencias de células con puentes 
cromosómicos, cromosomas rezagados y micronúcleos. En meiosis, se reporta alteraciones en la segregacion cromosómica I y II, 


micronúcleos, minicélulas. Alteraciones en la cariocinesis y citocinesis fueron evidentes tanto en mitosis coma en meiosis. 
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Abastract 

The frequency of chromosomal abnormalities was determmed on root apical meristems and meiocytes of Vicia faba anthers 
exposed to potassium dichromate. To the mitotic study. secondary roots were treated with potassium dichromate at 0.5mg/ml during 
8h and recovery in dechlorinated tap water during 40h. Tocanyout the meiocytes evaluation, seeds were sowu in pots with femle land 
and at the beginning of flowering, 50mL of potassium dichromate at 0.5mg/mL were added to the substrato. We found a reduction m 
the mitotic activity by the efifect of potassium dichromate, with significative increase in the frequencies of chromosomal bridges, 
lagging chromosomes, micronuclei and regarding meiosis evaluation. alterations in chromosome segregation I and ü, micronuclei, 

mini-cells. Alterations in the karyokinesis and cytddnesis were evident in both rmtosis and meiosis 
Keywords: Vicia faba, genotoxicity, potassium dichromate, meiosis, micronuclei, chromosomal abnormalities. 


Introducción 

Evidencias epidemiológjcas sobre la carcinogemcidad 
de los cromatos en trabajadores vinculados a actividades 

industriales (Bidstmp, 1951; Doll, 1978; Langard & 
Vigander, 1983) y en otros organismos expuestos ( Léonard 


& Lauweiys, 1980; Levy et al., 1986; De Flora et al., 1990), 

han contribuído para catalogar al cromo en su estado 
hexavalente Cr(VT), dentro dei grupo 1 de los carcinógenos 
humanos por la Internacional Agency for Research on 

Câncer, 1990. 


El CrtVT) en las formas aniónicas C r0 4 * , HCK) 4 o 
Cr,0 7 tiene la capacidad de ingresar a la célula por la vía 


general de los canales proteicos transportadores de 
aniones (Fomace et al., 1981; Gómez & Callao,2006), en el 
espacio intracelular es reducido a la forma pentavalente 


Çr(Y), y luego a los estados Cr(IV) 




) t .Arslan 


; Borthiry et al., 2007), formando 


ligandos de aminoácidos, proteínas, RNA y DNA (Petrilli 


& De Flora, 1988; 0'Brien et al., 2003). La interacción dei 
Cr(V), principalmente dei Cr(III) con el DNA conducen a 
la formación de aductos que alteran los procesos de 
replicación, transcripción (Singh et al., 1998; Wei et al., 
2004), producen roturas de cadenas simples dei DNA 
(SSB) (Ueno et al., 2001) y cadenas dobles (DSBs) (Xie et 
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al., 2005), entre otras alteraciones. Así mismo, la oxidación 
de reductantes da lugar a la generación mas iva de 
especies de radicales reactivos (ROS), con alta capacidad 
de alterar la constitución química de proteínas, lípidos y 

DNA (Bagchi et al., 1995; Levina & Lay, 2005). Los 
mecanismos moleculares que subyacen a los efectos 
citológicos, mutagénicos y carcinógenos dei complejo 
Cr(VI) no son totalmente conocidos, en particular a su 
complicada química intracelular, múltiples blancos y vias 
metabólicas involucradas. 


En relación a la actividad genotóxica de los cromatos 

p£ -ticulados y solubles, se reporto que el dano genético 

es más persistente con el cromato de plomo (particulado) 

comparado a los efectos dei cromato de sodio (soluble), 

con este último, en células de fibroblastos bronquiales 

los efectos dei Cr(VT) decae a las 72h luego de la primera 

dosis (Colmes et al., 2006). Se reportaron espectros 

similares de daíio cromosómico en células de epitelio 

bronquial expuestas a compuestos particulados y 

solubles (Wise et al., 2006). Estúdios con dicromato de 

potasio, el más soluble de los cromatos, demuestran su 

genotoxicidad en los sistemas genéticos que se 

probaron: mutaciones en bactérias, alteraciones 

cromosomicas en lineas celulares, micronúcleos en 

ratones (Citados en Léonard & Lauwerys, 1980), 

alteraciones cromosómicas durante la división mitótica 

en Vicia faba (Qian, 2004), mutaciones en levadura 

(Kharab & Singh, 1985), micronúcleos en Procamharus 

clarkii (Sienra et al, 2003), correlación de bandas 

polimórficas ( amplified jragment length pofymorphism, 

AFLP) y la concentración de dicromato de potasio en 

Pseudokirchneriella subcapitata (Labra et al., 2007), 

roturas cromosómicas en ratones (Devi et al.,2001; Wang 

et al., 2006). En todos elios (eucariotas), se evaluaron en 
células somáticas. 

A nivel de células germinales, se determino la 
neducción dei volumen y movilidad de espermatozóides 

de humanos en centros laborai es con emisiones de CrfVI) 
disminución dei número de células germinales en el 
epidídimo e incremento de niveles de anormalidad 

espermatica por efecto de ácido crómico en ratas (Li et al 

2001), alteraciones cromosómicas en los meiocitos, 
espermátides multinucleadas, câmbios histopatológicos 


en testículos de Macaca radia ta expuestos a dicromato 
de potasio (Aruldhas et al, 2005; Subramanian et al., 20(6). 
incremento de los niveles de peroxidación lipídica y 
espermatozóides anormales en ratones inducidas por 
ácido crómico (Acharya et al., 2006), además de estas 
últimas alteraciones, se registraron câmbios degenerativos 
en los ciclos espermatogénicos, niveles incrementados 
de A 5 fi-hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD) en ratones 
tratados con dicromato de potasio (Chandra et al., 2007). 
No obstante, estúdios de genotoxicidad a nivel meiótico 
siguen siendo escasos. 


En las células somáticas, interfase-S es la fase celular 
con mayor probabilidad de ocurrencia de lesiones en el 
DNA y en las células germinales, además de la fase-S, 
prol ase I constituye una fase que incrementa ia 
probabilidad de alteraciones 


dit lamica 


la estructuración cromosómica en los procesos de 
sinapsis e intercâmbio genético ¥CTüssing over» (Moens 
1969; Sherthan, 2001) pueden ser escenarios de 
intercâmbios cromosómicos inusuales (Femández- 


Donoso, 1982; Bandyopadhyay et al.. 2002) aún más, 
con la presencia de genotóxicos en el medio (Nijhoft & 

De Boer, 1980). Los reordenam ientos cromosómicos 







fértil idad de los indivíduos y con posibilidad de 


transmisión de alteraciones genéticas a 



generaciones. Por Io que, la evaluación de los efectos 
genotóxicos en el proceso meiótico es importante. 


Vicia faba constituye un sistema genético que permite 
la cuantificación de aberraciones cromosómicas durante 
las divisiones mitóticas y meióticas. Con la finalidad de 
aportar nuevas evidencias de los efectos genotóxicos 
dei dicromato de potasio en células somáticas y 
germinales se consideró Vicia faba como sistema 

genético. Se registraron alteraciones cromosómicas en 

meristernos radiculares y en meiocitos de anteras de 
faba expuesto a dicromato de potasio. 


Materiales y Métodos 

1) Células somáticas: meristernos de raices 
l i .'ms de Vicia faba . 
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Diseiio experimental: Semillas sanas \ de tamanos 
similares se colocaron en sustratos de algodón para su 
genninación hasta la emergencia de raíces secundarias. 
Las semillas con raíces secundarias en crecimiento, de 1 
a 2 cm, fueron expuestas de manera individual a 
concentraciones de 0.0 y 0.5mg/ml de dicromato de 
potasio durante 8 horas, luego de la toma de muestra (2 
a 3 raíces), las raíces restantes de cada semi lia se 
enjuagaron en agua y se dejaron que continúen su 
crecimiento sin dicromato de potasio (tase de 
recuperación). Después de 40 horas de recuperación se 
procedió con la segunda toma de muestra (2 a 3 raíces). 
Las muestras apicales de cada semi I la fueron tijadas en 
Camoy‘s y coloreadas con orceína acética 1% durante 
30 minutos. Obteniéndose un extendido celular por 
meristemo apical, 4 a 6 raíces por semilla y tres semillas 

por tratamiento. 


Toma de datos: Las células fúercin observ adas a 10(H )X 


de magnificación y la cuantificación 
manetas, 1) Conteo al azar de 2000 


se realizo de dos 
células a las 8h de 


tratamiento y a las 40h de recuperación, en las que se 


identificó células en interfase y fases mitóticas con y sin 


alteraciones. Se estimaron los 


índices de mitosis (IM >. 


profases (IP), metafases (IM), anafases (IA) y telofases 
(IT), 2) Conteo de células en anafase y telofase (AT) con 
y sin puentes cromosómicos, aproximadamente en todo 
el extendido celular de cada raiz a las 8h de tratamiento. 
Se obtuvieron las frecuencias de anatase-telofases con 
puentes cromosómicos (ATp). de la siguiente manera: 


de Mudem» y en aquellos datos que no se ajustaron a la 
distribución normal se procesó con la prueba dc Mann- 
Whitney. La variación de frecuencias de anafases \ 
telofases con puentes cromosómicos y células con 
micronúcleos dentro de cada tratamiento se determino 
con el análisis de varian/a env.ijado (p<0.05). 


2) Células germinales: meiocitos y microsporas en 
anteras de Vicia faba. 


Diseiio experimental: 

Se prepararon 6 recipientes de 2< > \ 25 cm de diâmetro 
con tierra fértil y se sembraron 5 semillas de I leia taha en 
cada uno. Todos los maceteros se mantuv ieron en iguales 
condiciones de luz, temperatura y humedad, necesarios 
para su germinación y desam>llo. En la etapa de inicio de 


la tloración se agregó al sustrato de cada inacelcro 50 ml 
de dicromato de potasio a concentración de 0.0 y 0.5mg/ 
ml. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento. 


yoma de muestra: 

Después de 20 dias tratamiento se procedió con la 
selección de primórdios florales por tamanos y se 
determino el tamano probable para la observación de 
fases meiótieas. Se obtuv ieron anteras \ se eolorearon 
por 10 minutos con orceína acética al 1% acidulada con 
HCL 1 N. La identi ficación y conteo de células meiótieas 
se realizo en la población celular de cada flor a 1000X. 

Resultados 


%ATp= ATp/Total de células en anafase y telofas*. 


A ttivel mitótico: 

En los meristemos radiculares de liciafaha expuestas 
a dicromato de potasio a 0.5mg/ml durante 8h. el indice 
mitótico promedio fue de 1.93±0.06%. significativamente 
menor (p<0.05) a 7.88±2.37% dei control. Después de 
40h de recuperación, contrariamente a los resultados 
anteriores, el índice profasico y el índice mitótico estuvo 
incrementado en el tratamiento con dicromato de potasio. 
cuyos valores promedios fueron: 8.27 ±1.32% y 
13.1 l±l,81% v dei control. 4.44±2.18% y 8.01±3.27%, 

respectivamente i p<0.05)(Tabla 1). 

En relación al dano cromosómico. a las 8h de 


Se utilizaron como critérios para la identihcaaon de 
micronúcleos. estruetura redondeada, diâmetro 
significativamente inferior al núcleo principal, con 
coloración similar y clara separación dei núcleo principal 
(Albertini et al.. 2000) y. para el registro de células con 
puentes cromosómicos se considero células en anafase 
y telofase con conexiones cromosómicas claramente 

visibles. 


Procesamiento estadístico: se estimaron las 
frecuencias de fases: indice mitótico. indices de fases 
celulares con y sin alteraciones. La determinación de 
diferencias entre tratamientos se realizo con la prueba «t 


directa 


potasio 
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Fig.l. Telofases con puentes cromosómicos (ATp) en meristemos radiculares de V/c/a faba expuestos a dicromato de 
potasio 0.5mg/ml. a. un puenie; b y c; puentes múltiples. d; dtocinesis con puentes cromosómicos Barra 10pm 



Fig. 2. Alteraciones cromosómicas en meristemos radiculares de Vicia faba expuestos a dicromato de p< taaio 0 . 5 mg/ 
ml. A. célula con núcleo lobulado y portador de MN.. B. brote nuclear; C. mctafase alterada, cromosom» 


anillo; 


Barra 
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Fig. 3. Micronúcleos (MN) en meristemos radiculares de Vicia faba expuestos a dicromato de potasio 0.5mg/ml. A. 
metafase con MN pequeno; B. interfases con MN que difieren en la compactación de MN. Barra lOpm. 



Fig. 4. Alteraciones en la segregación cromosómica en meristemos radiculares de Vicia faba expuestos a dicromato de 
potasio 0.5mg/ml. A y B. migración alterada y falta de condenzación cromosómica; C y D. cromosoma segregado 

' ® ... ■ ^ J.1 /la 1 lllITTI 3 MlOflirirm flA 11 TI 


c inicio ue cuocinesus c, y u- ^iwwauww -- - - - 

grupo reducido de cromosomas; b y c. Citocinesis con diferencias en el tamano de los núcleos segregados; d. 
Células hijas, minicélula y célula con mayor contenido nuclear. 
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1 C. o< lUción ai tenda 'dc toT P** 1 5mg/ml A * B crom osomas rezagados en amte 

ad Kulet de menor utnaflo E v F mLiÜ ™ m,C ° S f" ,clofase I; D - «elofase II portador de dos nácle® 


•kencHines durante bt divtsión nutotica, tales como: 
r.iH-v 6QB poentes crornosftniv. - i \Tpí voando 


anaâwMelofase: 


Cromox»nuN 




romosoma cn amtlo, metafases con ubicac 


dcsorJMikLi 


w tf p a m , • -m ■ ■ <■ 

KKkm *bué latr. descundcn^ k*o de Ia crocnaüna 


ObnTV 


tlcl! 


tamanos 


.«fmacifri I I , g h En la Fig. 4. k rautan fa 


:'olo 


cn ’ nw '" nu «cgWjodo, conex idn awntónc» erare lot 
** gnipos «puta. mico de atoemew v lamáón 

^le taiiKirtos dl los ruteteos segredados. 

^ fl, ^'fis*ctón, considerando solo anafil y 
Ido&vcs (AT> en aproximadamente todo el ex tendido 


cada 


fhxuenda de ATp fue de 5439 dbZo.M %de ATp, 
dc expostcion al dicromato de pota- o, \ 
significativos con rcspecto al control (Tabla 2 

embargo, cu ando se evaluó ATp aleatoriame 


8h 


registro 0.05±0.07% de 2095 células en prome x 'Aí 
no significativo comparado con el control. Despues i 
de recuperación^ se cuantificó micronúcleos (MNV 
ATp v ATrz en muestras elegidas al azar de todo d 
extendido celular y se encontro 1.98*0.88% de M 
(p<0.05). las demás alteraciones no preseotafl* 

diferencias significativas (p>0.05 

Se observo variación en las frecuencias dc 

alteraciones cromosomicas entre semi lias por efecto dd 

dwomato y una relación entre la magnitud de ATp a to 
8h con la magnitud de MN a las 40h de recuperacKÍw. * 
ma y° r P°nrentaje de ATp a las 8h menor porcentaje dc 

MN a las 40h de recuperaeión. 

Ã toltof ftteióticot 

Por efecto dei dicromato de potasio se observai® 
^teactones en las diferentes fases meióticas. Micronúcfc® 
^ínlas madres de polen, cromosomas rezagpdos ® 
anafase I y telofase I, alteración en la orientacíófl 

se *^BWonal de los cromosomas en anafase L connp®*^ 
°on una célula normal telofase II con más de cuafre núdfl* 
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y presencia de uno y dos minicélulas adicionales a las 
cuatro microsporas (Fig. 5). Tales alteraciones no fueron 
registradas en los meiocitos dei control. 

Discusión 

La reducción dei índice mitótico en meristemos de 
raices en Vicia faba revela el efecto citotóxico dei 
dicromato de potasio a las 8h de tratamiento. Condiciones 
tóxicas generadas por el Cr(Vl) dei dicromato de potasio 
habrían alterado la actividad proliferativa, principalmente 
en interface. Uno de los mecanismos que explican la 
acción dei Cr(VÍ) en la inhibición dei ciclo celular en la 
fase G1 es por activación de la proteína p21 (Mattia et 
al, 2007; Hill et al, 2008) y de otros genes implicados con 
la regulación dei ciclo celular y/o apoptosis, como 
consecuencia dei incremento de la proteína p53 inducida 
por los radicales OH generados de la reacción de Fenton 
- H 2 Oj+C r (V)- (Wang, 2000). 

Respecto a los índices de fases dei proceso mitótico 
después de 40h de recuperación, el aumento significativo 
dei índice profásico, seria indicador dei desbloqueo 
celular en interfase. Por la ausência de dicromato de 
potasio en el medio de crecimiento radicular después 
de 8h de tratamiento, el nivel dei Cr(VI) intracelular 
disminuiría produciendo la desactivación de genes 
como la p21, la activación de genes inhibidos, que 
habrían producido el detenimiento dei ciclo celular en 
interfase. El incremento de profases, podría explicarse 
también por la alteración de la expresión de genes que 
controlan el paso de G2 a mitosis. Los reportes dei efecto 
dei Cr(VI) sostienen que el evento primário en la 
disrupción de la expresión génica es la formación dei 
complejo nuclear Cr(III)-DNA en las regiones 
promotoras produciendo represión transcripcional 
< Sehnekenburger et al., 2007 1 . 

La relación inversamente proporcional entre la 
magnitud de ATp a las 8h con la fiecuencia de MN a las 
40 h de recuperación, explicaria la mayor capacidad de 
recuperación que tendrían las células con menos 
lesiones en el DNA. y que escapan dei proceso 
apoptósico en ventaja de aquellas, que por la presencia 
de uno o más puentes cromosómicos probablemente 
tomarían la via apoptósica o tardarían más en continuar 
« proceso proliferativo. 


Las diferencias registradas en respuesta al Cif VI) en 
las poblaciones celulares existentes en cada meristemo 


radicular entre semillas y dentro de cada semilla. expuestas 
a una misma concentración de dicromato de potasio. 
serían indicadores de que, no todo el DNA celular está 
igualmente expuesto, dependerá en gran medida de su 
estado funcional y de los efectos aleatórios que 
produciría el Cif VI) en el DNA expuesto. existiendo inayor 
probabilidad de dafio genético en las secuencias de DNA 
con elevada actividad de replicación y transcripción. 
Estúdios en cultivos celulares de fibroblastos 
encontraron diferencias en el fenotipo celular y en los 
patrones de expresión de genes dentro de la misma 


población celular expuestas al Crt VT ) dei Na^Cr0 4 ,aislaron 


células susceptibles y resistentes al CríVT), éstas últimas. 


mostraron resistência a la apoptosis, potencial de 


crecimiento incrementado y expresión de genes alterados 
a diferencia de las células susceptibles al Cif VI) ( Pritchard 


et al.. 2005). 


La variación en el tamafio y grado de compactación 
de los micromicleos. se debería al tipo de cromai i na 
existente en ellos, en MN menos condensados existiría 
eucromatina y hetecromatina y en los MN más pequenos 
y de mayor compactación. principalmente 
heterocromatina. Observaciones ultraestructurales en 
embriones de Triticum aesthum y Pemisetim glancnm 
revelaron una correlación positiva entre el tamano de 
MN y la proporeión de eucromatina y heterocromatina. 
MN grandes contienen mayor proporción de eucromatina 
(Gemand et al., 2005). Probablemente, MN grandes son 
consecuencia de efectos aneugénicos. asociados al 
tamano dei cromosoma rezagado. 


Las células en anafase-telofase con puentes 
múltiples se habrían originado por alteraciones en la 
compactación cromosómica, los cromosomas 
descondensados «pegajosos» se mantendrían unidos 
durante la segregación cromosómica, pudiendo 
segmentarse con la formación dei fragmoblasto, el dafto 
sobre el material genético seria tal que la probabilidad de 
recuperación de estas células seria escasa. Los 
mecanismos que explican la alteración en la condensación 
cromosómica por efecto dei cromo no se conocen. Wei 
et al., 2004; Sehnekenburger et al., 2007, reportan câmbios 
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confoimaciones a nivel de nucleosomas por < 
Cr(III) que impiden el inicio de la transcripción 


con 



de generar indivíduos 




Por otro lado, la cariocinesis asimétrica mostrada por 
efecto dei Cr(VI) derivado dei dicromato de potasio tanto 
en células somáticas como en células meióticas, serían 
indicadores de alteraciones en el coraplejo de proteínas 
implicados eu los procesos de condepsación 
cromosómica, lo cual ocune, paralelo a la formación de la 
banda pre-profásica, importante para Ia ubicación 
sincrónica dei conjunto de cinetocoros al huso acromático 
y segregación cromosómica equitativa De acuerdo a las 


de 


y/o mutaciones 










•W 


De todas las alteracionc 


mitosis por elècto dei dien >mato d 




durante la 


en l ida faba. 


a las 8 horas de tratamiento. las células AT con puentes 
cromosómicos dei total de teloíases fueron 

altas comparada a 
horas de recuperación 





* * # 


potasio 



confíguraciones adoptadas 


presencia 



i mas 
estos 


cromosómica por efecto dei CtfVI) en los menstemos 


en la segregación dos parâmetros altamente scnsibles para ensayos de 

há m 


Vicia faba, 


genotoxicidad 


propone 


tiene \entajas 


presencia de minicélulas, como consecuencia de Ia 


ser íactihle de que la cuantiticación sea realu 


'KW 


más de un observador. 


* * 


segregación 


cromosomas, falta de condensación cromosómica, 
asincronia en el progreso acromático y compactación 
cromosómica, se genera la citocinesis con una fisión 


w r mr 

dei error de muestreo, lácilidad en la toma de datos y 
resultados comparables en diferentes laboratorios. 


presencia de múltinlcs alteraciones cromosómicas 


cromosomas 


registradas 


I..>nn■ en meiosisen 


cromosomas 


núcleos notoriamente distintas, una minicélula y otra, ^ dicrom ‘“" le r* >tasio 


licia faba demuestra el alto potencial cito-genotóxico 


exceso 


de material genético. En la figura 4, A. 
Inicio de la migración de un grupo reducido de 
cromosomas, ByC. citocinesis con variación dei 
contenido nuclear, y minicélula en la figura D. Un 
mecanismo alternativo, al origen de un microcito. 

Además, fueron evidentes alteraciones en la 
ubicación de cromosomas en el plano ecuatorial en 
metafase, micronúcleos en diferentes estádios dei ciclo 

roturas, cromosomas anulares, cromosomas 
rezagaaos durante la migración cromosómica, «nuclear 

buds». Alteraciones similares fueron registradas en raíces 
api cales de Vicia faba uti 
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